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Zn の添加により改善され、以前に比べ Zn 欠乏は起こりにくくなったが、それでも 3～4 ヵ
月続けていると 8~9 割で Zn 欠乏が起こると言われている。またアルコール多飲、肝障害、
腎障害、糖尿病において尿からの Znの排出量が増えることが知られている 3-5)。 
Znは前述で挙げたフィチン酸以外にも様々な因子により、その吸収阻害が引き起こされる。
例えばインスタント食品に含まれるポリリン酸ナトリウムや Zn キレート剤としてのカプト




る 6)。またヒトでも無機 Fe とヘム Fe の両方とも Zn の吸収を阻害することが報告されてい
る 7)。また銅(Cu)は、直接的に Zn 吸収に影響を及ぼさないが、長期の大量の Zn 摂取は Cu
の吸収を阻害し、貧血をきたす可能性があることが知られている 6)。その他にも Cu、カドミ







Znの 1日推奨摂取量は成人男性 12mg、女性 9mgと定められている 11)。しかし、2013年の




は、Zn 摂取不足による欠乏症が起こりえないと信じられてきたが、このように Zn 不足によ








関わっている。Znは骨芽細胞形成遺伝子である Runt-related transcription factor 2 (Runx2) 
や Alkaline phosphatase (ALP)の発現を誘導し骨形成を促進する作用と破骨細胞特異的遺伝
子である Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)や Cathepsin K (CTSK)の発現を阻害
し骨吸収を抑制する作用を有することが報告されている 15, 16)。しかし Zn 欠乏食投与による
骨代謝に対する詳細な作用機構は明らかではない。 
また Znはその欠乏が問題視されている一方、欧米や日本において、健康食品として Zn強

















ている 20, 22- 24)。特に Zip13の遺伝子欠損マウスにおいて成長遅延、骨量低下、骨形成不全が
確認されており、Zip14 の遺伝子欠損マウスにおいては成長遅延、骨量低下、四肢短小等の
























第 2章 実験 1  Zn欠乏食投与による骨中ミネラル代謝への影響 
 
第 1節 目的 
 
Znは骨形成に関与する酵素に含まれることから、骨形成を促進させる働きがあることが報








第 2節 実験方法 
 
第 1項 被験動物および飼育方法 
 被験動物として 4 週齢 Wistar 系雄ラット(日本クレア(株))を用い、本飼育開始前 3 日間に
わたり正常食で予備飼育を行った。その後、ラットに正常食を自由摂取させた正常食群(C)、




した 26)。被験動物は、恒温恒湿度(室温 22±1℃、湿度 60 ~ 65%)で、明暗それぞれ 12時間(明
期 8:00 ~ 20:00、暗期 20:00 ~ 8:00)周期の動物飼育室にて飼育を行った。飲料水は蒸留水を









Control diet Zinc deficient
Chemical analysis
Zn level (%) 0.003 0.0001
Egg albumin 200.0 200.0
Corn starch 529.486 529.486
Sucrose 100.0 100.0
Soybean oil 70.0 70.0
Cellulose powder 50.0 50.0
Mineral mixturea 35.0 35.0c
Vitamin mixtureb 10.0 10.0
L-Cystine 3.0 3.0
Choline bitartrate 2.5 2.5
Tert -butylhydroquinone 0.014 0.014
g/kg of diet
 











aAIN-93G mineral mixture. 
bAIN-93G vitamin mxture 
cThe mineral mixture is a modification of AIN-93G mineral mixture withput zinc 
carbonate. 
 
第 2項 試料調整方法 
1. 飼料 
飼料調整後、3ヶ所から無作為に採取した飼料 1.000gをるつぼに秤取し、マッフル炉(ヤマ
ト化学 Maffule Furnace EP41)を用いて 550℃、48時間で灰化した。灰化物は各々のるつぼ
を純水で湿らした後、6N塩酸溶液 3mLを加え加温溶解させた。これをビーカーに集め、恒
温槽(WATER BATH ADVANTEC TBM 206 AA)にて 100℃で蒸発乾固させた。その後、残留


















ジエチルエーテルは、毎日交換し 3 日間脱脂を行った。3 日間経った後、ジエチルエーテル
を除去し、さらにドラフト内で完全にジエチルエーテルを飛ばした。その後、100℃の乾燥器























第 3項 測定方法 
1. ミネラル測定方法 
1) 亜鉛(Zn)濃度 
飼料および大腿骨の Zn測定は、Gimbeltらの方法 27)に準じ原子吸光法を用いた。 Hitachi 
ZA3300 型原子吸光光度計(波長 213.9nm)、ランプは HITACHI 製 HOLLOW CATHODE 
LAMP(ランプ電流 5mA) で測定した。検量線作成には和光純薬工業株式会社 Zn 標準液
(Zn(NO3)2 in 0.1mol/L-HNO3 1006mg Zn/L)を用い、濃度範囲 0.2 ~ 1.0ppmの検量線より試
料濃度を求めた。 




体的には 96穴マイクロプレートに純水、Zn標準液、試料を 12μl入れ、そこに発色液を 230μl
加え、少し揺らし 5 ~ 10分静置後、時間分解蛍光免疫測定器(アマシャム ファルマシア バイ




飼料および大腿骨の Ca測定は、Gimbeltらの方法 27)に準じ原子吸光法を用いた。Hitachi 
ZA3300 型原子吸光光度計(波長 422.7nm)、ランプは HITACHI 製 HOLLOW CATHODE 
LAMP(ランプ電流 7.5mA) で測定した。検量線作成には和光純薬工業株式会社 Ca 標準液
(CaCO3 in 0.1mol/L-HNO3 1000mg Ca/L)を用い、濃度範囲 2.0 ~ 10.0ppmの検量線より試
料濃度を求めた。 
標準液および検体の希釈時には夾雑物質による影響を防止するため Lanthanum chloride 
heptahydrate (LaCl3・7H2O, Sigma-Aldrich Co.)を用いた 1%ランタン溶液を希釈液の一部
として最終液量に添加し、0.1%ランタン溶液とした。 
また血清中 Ca 濃度の測定に際しては 1%ランタン溶液、10%トリクロロ酢酸溶液
(CCl3COOH=163.39, 関東化学株式会社)を希釈液の一部として最終液量に添加し、これを混






Mg 測定においても Gimbelt らの方法 27)に準じた原子吸光法を用いた。Hitachi ZA3300
型原子吸光光度計(波長 285.2nm)、ランプはHITACHI製 HOLLOW CATHODE LAMP(ラ
ンプ電流7.5mA) で測定した。検量線作成には和光純薬工業株式会社Mg標準液(Mg(NO3)2 in 
0.1mol/L-HNO3 999mg Mg/L)を用い、濃度範囲 0.08 ~ 0.40ppmの検量線より試料濃度を求
めた。標準液および検体の希釈時には夾雑物質による影響を防止するため Lanthanum 
chloride heptahydrate (LaCl3・7H2O, Sigma-Aldrich Co.)を用いた 1%ランタン溶液を希釈
液の一部として最終液量に添加し、0.1%ランタン溶液とした。 
血清Mg濃度の測定に際しては 1%ランタン溶液、10%トリクロロ酢酸溶液を希釈液の一部




 Fe測定においても Gimbeltらの方法 27)に準じた原子吸光法を用いた。Hitachi ZA3300型
原子吸光光度計(波長 248.3nm)、ランプはHITACHI製 HOLLOW CATHODE LAMP(ラン
プ電流 12.5mA) で測定した。検量線作成には和光純薬工業株式会社 Fe標準液(Fe(NO3)3 in 




 P測定方法は Gomoriの方法 28)に準じ、日立製作所 U-2000形ダブルビーム分光光度計(波


















Working Wash solution 350μL/well 
5回洗浄 
ELISA HRP substrate 150μL/well 
Plateにシールをして遮光 
室温、30分間、incubate 
ELISA Stop solution 100μL/well 
10分以内に測定(450nm) 
2．血清中 PTH濃度測定法  


































Standards、NSB、control、血清 1000μL  
10分間静置 
Chromabond column の下に Silica cartridge をセット 
Chromabond column を取り除く 
Isopropanol/Hexane(4/96 v/v) 2mL×5 
試験管を Silica cartridge の下にセット 
Isopropanol/Hexane(25/75 v/v) 2mL×2 
真空濃縮遠心機にて蒸発乾固 
軽く混和 
Antibody solution 450μL 
試験管をパラフィルムでカバーし、1時間室温で静置 
Isopropanol/Hexane(6/94 v/v) 2mL×3 
Ethanol 20μL 
3．血清中 1,25(OH)2D3濃度測定法 





































Well buffer 250μL/well 
Conjugate 200μL/well 
















































Well buffer 350μL/well 
酵素抗体液 100μL/well 








Well buffer 350μL/well 
3回洗浄 
4．血清中オステオカルシン濃度測定法 
血清中オステオカルシン濃度測定には Rat ELISA(Enzyme Linked Immuno Sorbent 
































Biotinylated RatLaps Antigen100μL 
Plate にシールする 
Wellの中身を捨てる 
Washing Solution 300μL/well 
Standards、Control、尿 20μL 
5回洗浄 
室温 30±5分間 incubate 
Primary Antibody 100μL/well 
Plate にシールをして遮光 




5．尿中Ⅰ型コラーゲン C末端テロペプチド(CTx)  





























室温 60±5分間 incubate 
Wellの中身を捨てる 
Washing Solution 300μL/well 
5回洗浄 
Peroxidase conjugated Antibody 100μL/well 
Plate にシールをして遮光 
Wellの中身を捨てる 
Washing Solution 300μL/well 
5回洗浄 
Substrate Solution 100μL/well 
Plate にシールをして遮光 




































0.75 mmol/L 水酸化ナトリウム溶液 1.0mL 
30分以内に測定(520nm) 





























第 4項 出納試験の計算方法 
見かけの吸収量(Apparent absorption)、尿中排泄量(Urinary excretion)および体内保留量
(Retention)は下記により算出した。 
 Apparent absorption＝摂取量(Intake)－糞中排泄量(Fecal excretion) 
16 
 































Initial 97.54 ± 0.84a 97.46 ± 0.86a 98.13 ± 0.97a
Final 235.03 ± 3.65a 157.65 ± 2.10b 148.21 ± 3.59c






Food intake (g/day) 14.60 ± 0.24a 9.47 ± 0.01b 9.05 ± 0.16b







Zn (μmol/L) 24.38 ± 1.05a 22.63 ± 0.63a 10.23 ± 0.65b
Mg (mmol/L) 0.93 ± 0.03ab 0.86 ± 0.03a 1.00 ± 0.04b






第 3節 実験結果 
 
第 1項 最終体重、体重増加量、飼料摂取量および飼料効率 
飼料摂取量は C群に対し ZD、PF群で有意に低値を示した(Table 1-2)。最終体重、体重増
加量、飼料効率は他 2 群に対し ZD 群で有意に低値を示し、C 群に対し PF 群で有意に低値
を示した。 
 






Values are the mean ± SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 2項 血清中ミネラル濃度 
血清中 Zn および Ca 濃度は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を示した (Table 1-3)。血
清中Mg濃度は C群に対し ZD群で有意な差は見られなかったが、PF群に対し ZD群で有意
に高値を示した。 
 




Values are the mean ± SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a common 









Intake (μg/3days) 1546.07 ± 40.33a 913.57 ± 0.00b 72.69 ± 1.36c
Apparent absorption (μg/3days) 544.14 ± 43.05a 317.16 ± 27.12b 18.84 ± 4.81c






Retention (μg/3days) 410.58 ± 43.57a 235.69 ± 28.23b 4.52 ± 5.86c
Retention (%) 26.67 ± 3.00a 25.80 ± 3.09a 5.37 ± 8.42b
Ca






Apparent absorption (mg/3days) 207.31 ± 7.04a 119.23 ± 1.25b 101.59 ± 6.61b
Apparent absorption (%) 89.44 ± 1.69a 87.09 ± 0.91a 79.80 ± 2.01b
Retention (mg/3days) 151.20 ± 3.46a 83.37 ± 5.80b 74.30 ± 4.55b
Retention (%) 65.32 ± 1.04a 60.89 ± 4.24a 56.23 ± 4.12a
Mg
Intake (mg/3days) 29.27 ± 0.76a 17.30 ± 0.00b 16.05 ± 0.30b












Retention (mg/3days) 5.65 ± 0.72a 2.83 ± 0.46b 2.96 ± 0.60b






第 3項 ミネラル出納  
(摂取量、見かけの吸収量、見かけの吸収率、体内保留量および保留率) 
1) Zn 
Zn の摂取量、見かけの吸収量、体内保留量は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を示し、
C群に対し PF群で有意に低値を示した(Table 1-4)。見かけの Zn吸収率は全群間で有意な差
は見られなかった。体内 Zn保留率は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した。 
2) Ca 
Ca の摂取量、見かけの吸収量、体内保留量は C 群に対し ZD、PF 群で有意に低値を示し




た(Table 1-4)。見かけの Mg 吸収率は C 群に対し ZD、PF 群で有意に高値を示した。体内
Mg保留率は全群間で有意な差は見られなかった。 
 
Table 1-4. Mineral balance 
 
Values are the mean ± SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a common 




Zinc (mg/g dry weight) 0.39 ± 0.01a 0.39 ± 0.01a 0.08 ± 0.002b
Calcium (mg/g dry weight) 189.17 ± 2.99a 196.49 ± 2.84a 194.59 ± 1.55a
Magnesium (mg/g dry weight) 3.45 ± 0.10a 3.72 ± 0.05b 4.20 ± 0.02c
Phosphorus (mg/g dry weight) 99.56 ± 1.12a 100.10 ± 0.75a 99.89 ± 0.55a
Zinc (mg) 0.13 ± 0.002a 0.11 ± 0.001b 0.02 ± 0.00c
Calcium (mg) 63.60 ± 1.74a 56.35 ± 1.13b 52.36 ± 0.83c
Magnesium (mg) 1.16 ± 0.04a 1.07 ± 0.01b 1.15 ± 0.02a
Phosphorus (mg) 33.46 ± 0.75a 28.70 ± 0.35b 27.09 ± 0.40c
第 4項 骨中ミネラル濃度および量 
1) Zn 
骨中 Zn濃度は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した(Table 1-5)。骨中 Zn量は他の
2群に対し ZD群で有意に低値を示し、C群に対し PF群で有意に低値を示した。 
2) Ca 
骨中 Ca濃度は全群間で有意な差は見られなかった(Table 1-5)。骨中 Ca量は他の 2群に対
し ZD群で有意に低値を示し、C群に対し PF群で有意に低値を示した。 
3) Mg 
骨中 Mg 濃度は他の 2 群に対し ZD 群で有意に高値を示し、C 群に対し PF 群で有意に高
値を示した(Table 1-5)。骨中Mg量は C群に対し ZD群で有意な差は見られなかったが、PF
群で有意に低値を示した。 
3) P 
骨中 P濃度は全群間で有意な差は見られなかった(Table 1-5)。骨中 P量は他の 2群に対し
ZD群で有意に低値を示し、C群に対し PF群で有意に低値を示した。 
 








Values are the mean ±SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 5項 血清中 PTHおよび 1,25(OH)2D3濃度 
血清中 PTH 濃度は他の 2 群に対し ZD 群で有意に高値を示した(Fig.1-1 A)。血清中






Bone length (cm) 3.06 ± 0.02a 2.84 ± 0.03b 2.85 ± 0.03b
Bone weight (g) 0.34 ± 0.01a 0.29 ± 0.003b 0.28 ± 0.01c
BA (cm2) 1.66 ± 0.01a 1.56 ± 0.02b 1.57 ± 0.02b
BMC (mg) 166.21 ± 1.61a 151.35 ± 1.86b 145.21 ± 3.62b
BMD (mg/cm
2






Breaking energy (mJ) 10.64 ± 0.72a 7.94 ± 0.74b 6.39 ± 0.60b
Breaking force (N) 55.85 ± 3.43a 51.39 ± 3.12a 42.52 ± 1.92b
第 6項 骨代謝マーカー (血清中オステオカルシン濃度および尿中 CTx排泄量) 
骨形成マーカーである血清中オステオカルシン値は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を
示した(Fig. 1-2 A)。一方で骨吸収マーカーである尿中 CTx排泄量は他の 2群に対し ZD群で
有意に高値を示した(Fig. 1-2 B)。 
 
第 7項 骨面積、骨塩量、骨密度、骨強度 
大腿骨の全長は C群に対し ZD、PF群で有意に低値を示した(Table. 1-6)。また ZDおよび 
PF群では有意な差は見られなかった。大腿骨の重量は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を
示し、C群に対し PF群で有意に低値を示した。BA、BMCは C群に対し ZD、PF群で有意
に低値を示した。一方で BMD は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を示した。大腿骨の破
断エネルギーは C群に対し ZD、PF群で有意に低値を示した。大腿骨の破断強度は他の 2群
に対し ZD群で有意に低値を示した。 
 







Values are the mean ±SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a common 



















Fig. 1-1. Alterations in calcium-related hormones in the C, PF, and ZD groups. (A) Serum 
parathyroid hormone concentration and (B) serum 1,25-dihydroxycholecalciferol 
concentration. Values are means ± SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a 











Fig. 1-2. Alterations in biomarkers of bone metabolism in the C, PF, and ZD groups. (A) 
Serum osteocalcin concentration and (B) urinary deoxypyridinoline concentration. Values 
are means ± SEM for 8–10 rats. Mean values in a row without a common superscript 


































































第 4節 考察 
 
 Zn の摂取不足は成長遅延や骨量低下を引き起こすことが知られている 29)。実験 1 では Zn
欠乏食モデルラットにおける骨中ミネラル代謝および骨代謝への影響について明らかにする
ことを目的に解析を行った。はじめに Zn 欠乏食投与により体重増加量や血清および骨中 Zn
濃度の有意な減少が見られたことから、ラットが Zn 欠乏状態であることを確認した。Znの
吸収は腸管にて行われ、吸収された後、血液とともに様々な臓器に運ばれていく。血清や骨





 本研究において Zn 欠乏食投与による骨中 Ca、P濃度に対し影響は見られなかったが、骨
中 Ca および P 量の減少による骨密度の低下が確認された。骨代謝は骨形成と骨吸収のバラ
ンスによりその代謝が維持されている。オステオカルシンは骨芽細胞により合成され骨の非











CTx 排泄量の増加を観察した。先行研究において Zn 欠乏食投与は骨吸収に影響しないと報







促進する作用があることが in vitroおよび in vivoの実験において実証されている 36)。これら
の見解は本研究で見られた血清中 CTx 排泄量の増加と一致しており、Zn 欠乏食投与におい
て骨吸収が促進されることを支持するものである。 
 Zn は様々なミネラルと相互関係にあることが知られている。そこで本研究において Zn 欠
乏食投与による他のミネラル代謝への影響について解析した結果、ZD 群において血清中 Ca
濃度の低下および血清中 PTH 濃度の増加が観察された。PTH は Ca の恒常性を維持してい
るホルモンの一つであり、血清中 Ca濃度が低下すると分泌が促進され血清中 Ca濃度を維持
する方向に働く 37)。また PTH は腎臓において活性型ビタミン D の産生を促進することが知
られている。さらに、この活性型ビタミン D は腸管において Ca の吸収を促すことで、血清
中 Ca 濃度を保とうとする。一方、骨において PTH は骨芽細胞に存在する Receptor for 
activator of NF-κB ligand (RANKL)の発現を誘導し、骨吸収を促進する働きがあることが知
られている 37)。この骨に対する PTHの作用は本研究で確認された尿中 CTx排泄量の結果と
一致する。従って、Zn 欠乏食投与による骨吸収の促進は血清中 Ca 濃度の低下に伴う PTH
分泌過多が関与していると示唆された。 
活性型ビタミン D濃度は C群に対し ZD、PF群で有意に高値を示した。活性型ビタミン D
は PTHの刺激により合成され、腸管での Ca吸収を促進することで血清中 Ca濃度を維持す
る働きがある。しかし、本研究において Zn 欠乏食投与により活性型ビタミン D 濃度が増加
しているにも関わらず、Ca の吸収率の減少が観察された。このことから、Zn 欠乏食投与に
より引き起こされるCa利用の低下はPTHや活性型ビタミンDの増加によって補うことがで
きないことが示唆された。また、この Ca 利用の低下が血清中 Ca 濃度の低下を引き起こし、
結果として PTHの分泌を増加してしまうと推測している。さらに低 Ca食は骨から Zn を放
出し、Zn の吸収を増加させ、反対に高 Ca 食では Zn の吸収を減少させることが実証されて
おり、Zn と Ca が腸管で拮抗作用を示すことが報告されている 38)。このことから Zn 欠乏食
投与による腸管での Ca の吸収の増加が推測されたが、本研究では Zn 欠乏食投与において
PTHや活性型ビタミン Dの増加にも関わらず Caの吸収が促進されないことが示された。 
 一方、PF群は血清中 PTH濃度の増加が見られないにも関わらず、活性型ビタミン Dの分
泌が上昇していた。また ZD群において変動が確認された血清中 Ca濃度および Caの吸収率











た C群と制限摂取させた PF群の両方を設けた。C群に対し PF群でMgの吸収率や骨中Mg






って、Zn 欠乏食投与おいて PTH の分泌増加を引き起こす血清中 Ca 濃度の低下が骨密度の





管での Zn の吸収が促進することや骨中 Zn 濃度が増加することが報告されている 41)。一方、
Zn欠乏食投与によるMgの利用や骨中Mg濃度に対する影響はいくつかの論文で報告されて
いるが、結果が一致していない。Salgueiroら 42)は重度および中程度の Zn欠乏食投与は骨中
Mg 濃度に影響を及ぼさないと報告している。反対に、Nielsen43)は中程度の Zn 欠乏食投与
により Mg の排泄量の低下と骨中 Mg 濃度の増加が引き起こされることを実証している。こ












および骨ミネラル関連ホルモンである PTH や活性型ビタミン D に対する影響について明ら
かにすることを目的に行った。その結果、Zn欠乏は直接的に骨形成の低下を引き起こし、Ca
代謝の変動に伴う間接的な骨吸収の増加を引き起こすことが明らかとされた。また Zn欠乏は
Ca 代謝障害により血清中 Ca 濃度を低下させ PTH の分泌を促すことが明らかとなった。そ
のため、著者は Zn 欠乏食投与による Ca 吸収の減少が骨吸収促進の原因であると示唆した。
以上、Zn 欠乏食投与は骨形成を抑制し、PTH 分泌過多を引き起こし、さらに骨吸収を促進
させ、骨密度の低下を生じさせることが明らかとなった。また Zn欠乏食投与は PTHや活性























第 3章 実験 2  Zn欠乏食投与による骨中過酸化脂質反応への影響 
 
第 1節 目的 
 
実験 1において骨を構成する主要ミネラルである Ca、P、Mgに着目し、Zn欠乏による骨
代謝異常の要因の一つを明らかにした。一方、Zn は同じく微量元素の一つである Fe と腸管
において拮抗作用を示すことが知られている。Zn欠乏食投与により肝臓、精巣、腎臓といっ







実験 2 では Zn 欠乏食投与による骨中過酸化脂質反応への影響について明らかにすることを
目的とした。 
 
第 2節 実験方法 
 
第 1項 被験動物および飼育方法 
 被験動物として 4 週齢 Wistar 系雄ラット(日本クレア(株))を用い、本飼育開始前 3 日間に
わたり正常食で予備飼育後、実験 1 と同様に無作為に 3 群に分け 4 週間飼育観察を行った。
被験動物の飼育条件および飼料組成は実験 1同様にした(Table 1-1)。解剖前 12時間絶食を行
い、解剖時に血液、大腿骨を採取した。 
 
第 2項 試料調整方法 
2章 2節 2項に準じた。 
 
第 3項 測定方法 
1．ミネラル測定方法 




2章 2節 3項 4に準じた。 
 
3．血清中Ⅰ型コラーゲン C末端テロペプチド(CTx)  
血清中 CTxは RatLaps ELISA (Immunodiagnostic Systems 社製)を使用した。測定は 2
章 2節 3項 5に準じた。 
 
4．骨密度測定法 
2章 2節 3項 7に準じた。 
 
5．骨中過酸化脂質濃度の測定 












・酢酸 buffer (pH3.5)    
酢酸 20mlを純水で 100mlに希釈し、10N水酸化ナトリウムで pH3.5に調整した。 
・0.8%BHT酢酸溶液(遮光) 








1.15% KCL 1mL 
homogenize on ice 
SDS水溶液     0.2mL 
酢酸 buffer    1.5mL 
上清をパスツールで回収 
ネジ口試験管に 
homogenized solution 100 μLを移す 
BHT酢酸溶液 0.05mL 
TBA水溶液   1.5mL 









































室温 3-5分間 incubation 
DTNB試薬 50μL 




室温 1分間 静置 





試薬   50μL 
30秒間隔で 5分間測定する(340nm) 
6．骨中グルタチオン濃度測定法 
骨中グルタチオン濃度は Glutathione Assay kit (Northwest Life Science Specialties LLC
社製)を使用した。 
1.15%KCL溶液で 10%(w/v)に調整したホモジネート液 50μLに冷やした5%Metaphosphoric 













骨中グルタチオンペルオキシダーゼ濃度は Glutathione Peroxidase Assay kit (Northwest 








































骨中タンパク質の測定には Protein Assay Rapid Kit (和光純薬工業株式会社)を使用した。




























 Osteocalcin (ng/ml) 106.97 ± 3.76a 103.49 ± 4.95a 58.46 ± 3.50b
 CTx (ng/ml) 64.96 ± 0.94a 60.25 ± 0.92a 82.85 ± 3.57b
第 3節 実験結果 
 
第 1項 最終体重および血清中 Zn、Ca濃度 
 最終体重は C群に対し ZD、PF群で有意に低値を示した(Table 2-1)。血清中 Znおよび Ca
濃度は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した。 
 
Table 2-1. Final Body weight and serum Zn and Ca concentrations  
 
Values are the mean ± SEM for 8 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 2項 骨代謝マーカー(血清中オステオカルシン濃度および血清中 CTx濃度) 
骨形成マーカーである血清中オステオカルシン濃度は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値
を示した(Table 2-2)。一方で骨吸収マーカーである血清中 CTx濃度は他の 2群に対し ZD群
で有意に高値を示した。 
 




Values are the mean ± SEM for 8 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 3項 骨面積、骨塩量、骨密度 
大腿骨の長さおよび重量は C群に対して PF、ZD群で有意に低値を示した(Table 2-3)。ま
た骨面積、骨塩量は C群に対して PF、ZD群で有意に低値を示した。一方で大腿骨の骨密度
は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した。 
C PF ZD
Body weight (g)
 Initial 84.24 ± 0.91a 84.32 ± 0.84a 84.86 ± 0.89a
 Final 240.95 ± 3.71a 146.43 ± 1.52b 149.38 ± 1.97b
Serum
 Zinc (μM) 24.56 ± 1.03a 24.54 ± 0.74a 9.18 ± 0.62b





TBARS (nmol/g protein)  152.50 ± 7.02a  152.34 ± 8.43a 188.69 ± 9.36b
GSH (μmol/g protein)  9.34 ± 0.80a 9.54 ± 0.96a 8.91 ± 0.80a
GR (mU/mg protein)  23.28 ± 2.11a 22.63 ± 1.93a 21.78 ± 2.02a
GPx (mU/mg protein) 8.55 ± 1.51a 13.02 ± 5.43a 10.85 ± 1.97a
C PF ZD
Femur
Length (cm)    3.13 ± 0.01a    3.03 ± 0.02b   3.01 ± 0.01b
Weight (g)    0.36 ± 0.003a    0.32 ± 0.002b   0.30 ± 0.01b
BA (cm2)    1.69 ± 0.02a   1.60 ± 0.01b    1.59 ± 0.02b
BMC (mg) 172.30 ± 2.78a 154.20 ± 1.56b 145.29 ± 3.64b
BMD (mg/cm2) 　101.75 ± 0.90a  96.53 ± 1.35a 85.93 ± 2.56b
Zinc (mg)  　　0.15 ± 0.002a   0.14 ± 0.002b   0.03 ± 0.002c
Calcium (mg)  70.92 ± 0.95a 62.81 ± 1.09b 58.46 ± 1.31c
Phosphorus (mg)  33.84 ± 0.92a  30.16 ± 0.52b 27.55 ± 0.56c
Iron (μg)     15.91 ± 0.69a    15.74 ± 0.60a     33.91 ± 4.81b
第 4項 骨中ミネラル量 
骨中 Zn、Ca、P量は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示し、C群に対し PF群で有意
に低値を示した(Table 2-3)。骨中 Fe量は他の 2群に対し ZD群で有意に高値を示した。 
 









Values are the mean ± SEM for 8 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 5項 骨中過酸化脂質濃度および骨中抗酸化物質、抗酸化酵素活性 
過酸化脂質濃度である骨中 thiobarbituric acid reacting substances (TBARS)濃度は他の 2









Values are the mean ± SEM for 8 rats. Mean values in a row without a common 





第 4節 考察 
 
 本研究は Zn欠乏食投与による骨中 Fe量および過酸化脂質反応に対する影響について解析
を行った。酸化ストレスの亢進は活性酸素種である Reactive Oxygen Species (ROS)産生量
と防御反応である抗酸化作用のアンバランスによって引き起こされる。本研究において Zn




























第 4章 実験 3 Zn欠乏食投与による骨代謝、酸化ストレス反応関連遺伝子の 
mRNA発現量の変動 
 
第 1節 目的 
 
 実験 1 および実験 2 において Zn 欠乏食投与により引き起こされるいくつかのミネラル変
動と骨代謝異常との関連性が明らかとされた。まず実験 1において Zn欠乏食投与により Ca
利用が破綻し、PTH の分泌が増加することが明らかとなった。骨において PTH は骨芽細胞
に存在する RANKL の発現を誘導し破骨細胞の形成および分化を促進し、骨吸収を促す作用
があることが知られている 37)。 
次に実験 2では骨において Zn欠乏食投与による Fe量の増加に伴う酸化ストレスの亢進が
明らかとなった。酸化ストレスは炎症性サイトカインである tumor necrosis factor-α (TNFα)




 さらに Zn 欠乏食投与により骨中 Zn 量が顕著に減少することが明らかとなった。Zn の取
り込みや排出は Zn輸送体により行われており、現在 23種類もの Zn輸送体が発見されいる。
またその中には骨形成と関係すると報告されているものがいくつか存在する 20-25)。しかし Zn
欠乏食投与による骨中 Zn輸送体の変動について解析したものはない。また実験 2で Zn欠乏
による骨中 Fe 量の増加が確認されているが、Fe 輸送体がどのように変動するかは明らかで
はない。 
 以上のことから実験 3 では Zn 欠乏食投与による骨代謝関連遺伝子、酸化ストレス関連遺
伝子および Zn と Fe の輸送体の mRNA 発現量の変動について明らかにすることを目的とし
た。 
 
第 2節 実験方法 
 
第 1項 被験動物および飼育方法 
 被験動物として 4 週齢 Wistar 系雄ラット(日本クレア(株))を用い、本飼育開始前 3 日間に
わたり正常食で予備飼育後、実験 1 と同様に無作為に 3 群に分け 4 週間飼育観察を行った。
36 
 
被験動物の飼育条件および飼料組成は実験 1と同様にした(Table 1-1)。解剖前 12時間絶食を
行い、解剖時に血液、大腿骨を採取した。 
 
第 2項 試料調整方法 
2章 2節 2項に準じた。 
 
第 3項 測定方法 
1．ミネラル測定方法 
2章 2節 3項 1に準じた。 
 
2．血清中オステオカルシン濃度測定法 
2章 2節 3項 4に準じた。 
 
3．血清中Ⅰ型コラーゲン C末端テロペプチド(CTx)  
2章 2節 3項 5に準じた。 
 
4．大腿骨中mRNA発現測定法  
Zn輸送体である SLC39A1 (Zip1)、SLC39A13 (Zip13)、SLC39A14 (Zip14)、SLC30A5 
(ZnT5)、SLC30A7 (ZnT7)、金属結合性タンパク質であるMetallothionein 1a (Mt1a)および
Metallothionein 2A (Mt2A)、Fe輸送体である Ferroportin 1 (FPN)および Divalent metal 
transporter 1 (DMT1)、骨芽細胞形成関連遺伝子である Bone morphogenetic protein 2 
(BMP2)、Runx2、Osterix、ALP、Collagen type I α 1 (Col1a1)、Osteocalcin、破骨細胞形
成関連遺伝子である Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)、Macrophage 
colony-stimulating factor receptor (c-Fms)、Tumor necrosis factor receptor-associated 
factor 6 (TRAF6)、Tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 (TRAF2)、c-Fos、
Nuclear factor of activated T cells cytoplasmic 1 (NFATc1)、TRAP、CTSK、RANKLの decoy 
receptorであるOsteoprotegerin (OPG)、炎症性サイトカインであるTumor necrosis factor-α 
(TNFα)、 Interleukin-1β (IL1β)、抗酸化酵素群である CuZn-superoxide dismutase 
(Cu/Zn-SOD)、Mn-superoxide dismutase (Mn-SOD)、Glutathione peroxidase (GPx)、
Glutathione reductase (GR)、Heme oxygenase 1 (HO-1)のmRNA発現量を qPCR法により





1) Total RNAの抽出 






























100mg tissue/1mL TRIzol reagent 
混合 
5分間 氷上 静置 





2分間 室温 静置 
12,000g 4℃ 15分間 
水層から 450μL回収 
450μL chloroform 



































Total RNA solution 




5分間 室温 静置 
12,000g 4℃ 10分間 
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2) Total RNA精製法および DNase処理 

























350μL RLT buffer 
附属のカラムに移す 
10,000rpm 22℃ 20秒間 




10,000rpm 22℃ 20秒間 
10,000rpm 22℃ 20秒間 
ろ液を捨てる 
350μL  RW1 buffer 
80μL DNaseⅠworking solution 
350μL  RW1 buffer 
ろ液を捨てる 






























Total RNA solution 
30μL  RNase free water 
10,000rpm 22℃ 1分間 
20μL  RNase free water 
10,000rpm 22℃ 1分間 
10,000rpm 22℃ 20秒間 
新しい collection tube
にカラムを付け直す 
15,000rpm 22℃ 2分間 
附属の tubeにカラムを
付け直す 
15,000rpm 22℃ 1分間 
500μL  RPE buffer 
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3) total RNA濃度測定および品質確認 
各工程において total RNA濃度測定および品質確認を行った。Total RNA濃度は Thermo 
Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific社製)を使用した。Total RNAの品質確認は以下
の手順し従い行った。 
 




③ ゲルをサブマリン電気泳動装置にセットし、1×TAE bufferをゲルが完全に浸る程度に満 
たす。 
④ 電極を泳動槽に取り付ける。 
⑤ 調整した RNA溶液 10μLおよび λ-HindⅢ5μLをゲルのウェルにアプライする。アプラ
イする RNAは全量 10μLに total RNA 0.5μgおよび 10×Loading buffer 1μLが含まれる
ように調整した。 
⑥ 電気ボタンを押して 135Vで泳動を開始する。 
⑦ 濃い青の色素(Bromophenol blue)がゲルの約 1/2の位置まで泳動されたら泳動を止める。 
⑧ 泳動槽の電源を切る。ゲルをトレイから取り出し 1×TAE bufferで 0.5μg/mLとなるよう
に希釈したエチジウムブロマイド溶液を入れたタッパーに 10分間入れ、後染めを行う。 
⑨ 次にゲルをタッパーから取り出し、純水を入れた別のタッパーに 10分間浸し脱色を行う。 
⑩ トランスイルミネーターにゲルを載せ、UV照射する。バンドが確認出来たら、その状態




Prime Script RT reagent kit (TAKARA社製)を用い cDNAを合成した。 







2μL 5×Primer Script buffer 
0.5μL Primer Script RT Enzyme 
0.5μL Oligo dT Primer 
2μL Random 6 mers 
10μL Total 
1μg total RNA 









37℃ 15分間 → 85℃ 5秒間 → 4℃ Hold を 1サイクルのみ行う。 
 
5) Real-time PCR反応 
Real-time PCR反応は TaqMan probeを用い Step One Real-Time PCR System(Applied 
Biosystems 社製)にて行った。 
 




















 Initial 83.46 ± 1.00a 83.40 ± 0.92a 83.41 ± 0.89a
 Final 241.89 ± 5.56a 146.16 ± 0.97b 142.23 ± 4.20b
Serum
 Zinc (μM) 23.17 ± 1.08a 20.34 ± 0.73a 7.78 ± 0.48b
 Calcium (mM) 3.00 ± 0.09a 2.81 ± 0.10a 2.46 ± 0.07b
 Osteocalcin (ng/ml) 105.35 ± 8.47a 89.40 ± 3.53a   53.84 ± 4.23b
 CTx (ng/ml) 75.49 ± 2.87a 64.43 ± 2.91a 89.16 ± 3.58b
第 3節 実験結果 
 
第 1項 最終体重および血清中 Zn, Ca濃度 
 最終体重は C群に対し ZD、PF群で有意に低値を示した(Table 3-1)。血清中 Znおよび Ca
濃度は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した。 
 
第 2項 骨代謝マーカー(血清中オステオカルシン濃度および血清中 CTx濃度) 
 骨形成マーカーである血清中オステオカルシン濃度は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値
を示した(Table 3-1)。一方で骨吸収マーカーである血清中 CTx濃度は他の 2群に対し ZD群
で有意に高値を示した。 
 






Values are the mean ± SEM for 8 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 3項 大腿骨中mRNA発現量の変動 
細胞外から細胞質の向きに Zn を輸送する Zip1、Zip13、Zip14の骨中mRNA 発現量は全
群間で有意な差は見られなかった(Fig. 3-1)。また細胞質から細胞外の向きに Zn を輸送する
ZnT5、ZnT7の骨中mRNA発現量も全群間で有意な差は見られなかった。一方で Zn結合タ
ンパク質であるMt1a、Mt2Aの骨中 mRNA発現量は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を
示し、C 群に対し PF 群で有意に低値を示した。Fe を細胞外から細胞内に輸送する DMT1
の骨中 mRNA 発現量は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を示し、Fe を細胞内から細胞外





本実験において real-time PCR法を用い骨芽細胞関連遺伝子である BMP2、Runx2、Osterix
および骨形成関連因子である ALP、Osteocalcin、Col1a1の骨中mRNA発現量を観察したと
ころ、他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した(Fig. 3-2)。一方で破骨細胞形成関連因子
であるM-CSF、c-Fms、RANKL、TRAF6、TRAF2、c-Fos、NFATc1、 TRAP、CTSK の
mRNA 発現量は他の 2 群に対し ZD 群で有意に高値を示した(Fig. 3-3)。また RANKL のお
とり受容体である OPG の骨中 mRNA 発現量は全群間で有意な差は見られなかった。一方、
RANKL/OPG比率は他の 2群に対し ZD群で有意に高値を示した。 
また炎症性サイトカインである TNFα、IL1β の骨中 mRNA 発現量が他の 2 群に対し ZD
群で有意に増加した(Fig. 3-4)。また実験 2において骨での酸化ストレスの亢進が観察された
ことから、抗酸化酵素群の骨中mRNA発現量を測定した。MnSODの骨中mRNA発現量は




































Fig. 3-1. Effect of dietary zinc deficiency on the mRNA expression of zinc transporters, an 
iron transporter, and metallothioneins in rat femur.  
The mRNA expression of the zinc transporters, Zip1, Zip13, Zip14, ZnT5 and ZnT7, the 
iron transporter DMT1, and the metallothioneins Mt1a, and Mt2A were determined 
using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with 
rats fed control diets. Gene expression levels were normalized with β-actin. Values are 
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Fig. 3-2. Effect of dietary zinc deficiency on the gene expression levels of 
osteoblastogenesis-related factors and osteoblast-specific proteins in femur. 
The mRNA expression levels of BMP2, Runx2, osterix, ALP, osteocalcin, and Col1a1 were 
determined using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA 
compared with that from rats fed the control diet. Gene expression levels were 
normalized to the levels of β-actin. Values are expressed as means ± SEM (n = 8). Means 
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Fig. 3-3. Effect of dietary zinc deficiency on the gene expression levels of 
osteoclastogenesis-related factors and osteoclast-specific proteins in femur. 
The mRNA expression levels of M-CSF, c-Fms, RANKL, OPG, TRAF6, TRAF2, c-Fos, 
NFATc1, CTSK, and TRAP were determined using qRT-PCR. The RANKL/OPG ratio was 
also calculated. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with 













































RANKL/OPG ratio). Gene expression levels were normalized to the levels of β-actin. 
Values are expressed as means ± SEM (n = 8). Means with different letters differ 










Fig. 3-4. Effect of dietary zinc deficiency on the gene expression levels of cytokines in 
femur. 
The mRNA expression levels of TNF, and IL1 were determined using qRT-PCR. The 
ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with that from rats fed 
the control diet. Gene expression levels were normalized to the levels of β-actin. Values 

































































































































Fig. 3-5. Effect of dietary zinc deficiency on the mRNA expression levels of antioxidants 
and antioxidant enzymes in femur. 
The mRNA expression levels of HO-1, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, GR, and GPx were 
determined using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA 
compared with that from rats fed the control diet. Gene expression levels were 
normalized to the level of β-actin. Values are expressed as means ± SEM (n = 8). Means 












第 4節 考察 
 
 実験 1 および 2 において Zn 欠乏食投与による骨中 Zn 量の顕著な減少が観察されている。
Zn は 23 種類の Zn 輸送体により細胞内外の恒常性を維持している。また近年、ノックアウ
トマウスを用いた研究により、いくつかの Zn輸送体が骨形成に関与することが示されている
22-25)。さらに Zn 輸送体の一つである Zip1 はノックアウトマウスにおいて顕著な表現型は認
められないが、破骨細胞に発現し、その形成と機能に関与していることが報告されている 20)。
そこで実験 3では、上記のことから Zn輸送体である Zip1、Zip13、Zip14、ZnT5、ZnT7の
骨中 mRNA 発現量の解析を行った。しかし、Zn を細胞内に取り込む Zip1、Zip13、Zip14
および Znを細胞外に排出する骨中 ZnT5、ZnT7の骨中mRNA発現量は Zn欠乏により変動
しないことが明らかとなった。Zn欠乏食投与された実験動物では、早くて 3~5日から体重が
減少し始め、1 週間程で血清中 Zn 濃度が低下することが報告されている 64, 65)。また、様々
な組織に分布される Znは生体内で Zn が不足すると、特に骨に貯蔵されている Znを流出さ
せることで生体を維持しようとすることが言われている 66)。そのため、本研究で設けた 4週
間の飼育観察後では、すでに Zn 輸送体の変動が生じた後であると推測され、Zn 欠乏食投与
による骨中 Zn 輸送体の変動を観察するには 4 週間よりもさらに短い期間での検討が必要で
ある。 
実験 1 および 2 で Zn 欠乏により引き起こされる骨代謝異常の要因がいくつか明らかとな
ったが、それらがどのように骨代謝機構に影響を及ぼしているかは不明である。そこで本研
究では、Zn欠乏食投与による骨代謝への影響がどのような作用機序により引き起こされるの
か real-time PCR 法を用い、骨代謝関連遺伝子の骨中 mRNA 発現量の変動について解析を
行った。 




破骨細胞分化・形成のマスターレギュレーターである NFATc1 を誘導し TRAP や CTSK と
いった破骨細胞特異的遺伝子の発現を誘導することが知られている 68, 69)。実験 3 では、Zn
欠乏食投与により M-CSF およびその受容体である c-Fms の骨中 mRNA 発現量の増加を観





食投与により M-CSF および RANKL 発現が誘導されることで骨吸収が促進されることが示
された。 
実験 2で Zn欠乏食投与による骨での酸化ストレスの亢進を明らかにしている。酸化スト 
レスの亢進は破骨細胞の形成を促進し、骨吸収を増強することが知られている 55)。実験 3に





を促進することが in vitroの研究で実証されている 70)。Kanazawaら 71)は TRAF2欠損マウ
スにおいて TNFα 誘導による破骨細胞形成の顕著な減少を示しおり、一方で TRAF2 を過剰
発現させた場合では破骨細胞前駆細胞から TRAP活性を示す多核細胞に分化誘導されること
を実証している。本研究で Zn欠乏モデルラットにおいて TRAF2の骨中mRNA発現量の増





働く。また抗酸化物質であるカロテノイド等は破骨細胞の形成を抑制することが in vitro の
研究で明らかとなっている 72)。そのため、実験 2では抗酸化酵素である GPx、GRおよび抗
酸化物質である GSH の活性に影響は見られなかったが、本研究では抗酸化能を有する骨の






びMt2Aの発現が低下することが報告されている 73, 74)。これらの結果は、実験 3で観察され






知られている 75)。従って、Mt1aおよび Mt2Aの骨中mRNA発現量の減少が Zn欠乏による
骨中酸化ストレスの促進に関与して可能性が示唆された。 
 SOD は過酸化反応において酸素から生成されたスーパーオキシドを酸素と過酸化水素に
分解し、ROSを消去する働きを有する。また、生成された過酸化水素は GPxにより H2Oに 
代謝され無毒化される。実験 2で Zn欠乏による骨中 GPxおよび GR活性に影響が見られな
かったのと同様に、本研究で Zn 欠乏食投与による GPx および GR の骨中 mRNA 発現量の
変動は確認されなかった。また Zn 欠乏食投与群において Mn-SOD の骨中 mRNA 発現量は








による細胞傷害を抑制する 76)。さらに HO-1 は様々なストレスに即座に応答し、その発現を





されている 77)。また Znは HO-1の転写活性因子である NF-E2-related factor 2 (Nrf2)の発現
および活性を誘導すると言われている 78)。従って、PF群は Znが存在するために何等かのス
トレスに応答し、HO-1 に誘導がかかり防御する方向に働くが、ZD 群は Zn が不足している
ために HO-1 に誘導がかからず、結果として骨中 TBARS 値の増加を引き起こすと推測して















Zinc-Finger 型転写因子であり、骨髄間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化において Runx2 と
同様に重要な役割を担う。また Osterix欠損マウスにおいて Runx2の発現が確認されること
から Osterixは Runx2の下流で機能していると報告されている 80)。さらに BMP2は Runx2
と Osterix を含む骨形成に関与する遺伝子の発現を強く促進し、強力な分化誘導作用や骨誘
導能を有している 81)。ALPと Osteocalcinは骨形成の指標として用いられ、ALPは前骨芽細








 本研究において、Mt1a、Mt2Aおよび Cu/Zn-SODの骨中mRNA発現量の低下は Zn欠乏
による酸化ストレスの亢進に関与していることが明らかとなった。また Zn欠乏食投与は酸化









第 5章 実験 4 短期間の Zn欠乏食投与による骨代謝への影響 
 
第 1節 目的 
 
 実験 3で Zn 欠乏食投与による Zn 輸送体の骨中 mRNA発現量の変動について解析を行っ
たが、これらの遺伝子に対する影響を確認することはできなかった。Zn欠乏食を投与させた
動物において、飼料摂取量は 3 ~ 5日以内に、血清中 Zn濃度の低下や成長抑制は 1週間以内
に引き起こされることが報告されている 64, 65)。そのため、Zn欠乏食投与による骨中 Zn輸送
体の骨中mRNA発現に対する影響は実験1-3で設けた飼育期間よりも早い段階で生じている
可能性がある。そこで、飼育期間を 1週間に変更し、Zn欠乏食投与による Zn輸送体の骨中




第 2節 実験方法 
 
第 1項 被験動物および飼育方法 
 被験動物として 4 週齢 Wistar 系雄ラット(日本クレア(株))を用い、本飼育開始前 3 日間に
わたり正常食で予備飼育後、正常食を実験 1 と同様に無作為に 3群に分け 1 週間飼育観察を
行った。被験動物の飼育条件および飼料組成は実験 1と同様にした(Table 1-1)。解剖前 12時
間絶食を行い、解剖時に血液、大腿骨を採取した。 
 
第 2項 試料調整方法 
2章 2節 2項に準じた。 
 
第 3項 測定方法 
1．ミネラル測定方法 
2章 2節 3項 1に準じた。 
 
2．血清中オステオカルシン濃度測定法 
2章 2節 3項 4に準じた。 
55 
 
3．血清中Ⅰ型コラーゲン C末端テロペプチド(CTx)  




およびMt2A、Fe輸送体である DMT1および FPN、骨芽細胞形成関連遺伝子である BMP2、
Runx2、Osterix、ALP、Osteocalcin、Col1a1、破骨細胞形成関連遺伝子である RANKL、
TRAF6、c-Fos、NFATc1、TRAP、CTSK、RANKL の decoy receptor である OPG の骨中
mRNA発現量を qPCR法により解析した。また内部標準として β-actinを使用した。全ての
mRNA発現量は C群を 1として相対的に算出した。また実験方法は 4章 2節 3項 4 1)-5)に
準じた。 
 
第 4項 統計処理 






















 Initial 83.49 ± 1.19a 83.46 ± 1.14a 83.37 ± 1.05a
 Final 124.31 ± 2.51a 110.92 ± 0.81b 108.44 ± 1.29b
Serum
 Zinc (μM) 22.29 ± 0.53a 20.60 ± 0.67a 8.57 ± 0.34b
 Calcium (mM) 2.72 ± 0.09a 2.65 ± 0.05a 2.63 ± 0.09a
 Osteocalcin (ng/ml) 148.56 ± 7.53a 137.52 ± 12.83a   97.22 ± 7.81b
 CTx (ng/ml) 127.51 ± 9.94a 135.22 ±10.33a 140.10 ± 7.22a
第 3節 実験結果 
 
第 1項 最終体重および血清中 Zn、Ca濃度 
最終体重は C群に対し PF、ZD群で有意に低値を示した(Table 4-1)。血清中 Zn濃度は他
の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した。血清中 Ca濃度は全群間で有意な差は見られなか
った。 
 
第 2項 骨代謝マーカー(血清中オステオカルシン濃度および血清中 CTx濃度) 










Values are the mean ± SEM for 8 rats. Mean values in a row without a common 
superscripted letter differ significantly, p < 0.05. 
 
第 3項 大腿骨中mRNA発現量の変動 
細胞外から細胞質の向きに Zn を輸送する Zip1、Zip13、Zip14の骨中mRNA 発現量は他
の 2 群に対し ZD 群で有意に高値を示した(Fig. 4-1)。また細胞質から細胞外の向きに Zn を
輸送する ZnT5、ZnT7の骨中mRNA発現量を解析したところ、ZnT7の骨中mRNA発現量
は全群間で有意な差は見られなかったが、ZnT5 の骨中 mRNA 発現量は他の 2 群に対し ZD
群で有意に低値を示した。Zn結合タンパク質であるMt1a、Mt2Aの骨中mRNA発現量は他








胞関連遺伝子である RNAKL、TRAF6、c-Fos、NFATc1、TRAP、CTSK の骨中 mRNA 発








































Fig. 4-1. Effect of short term dietary zinc deficiency on the mRNA expression of zinc 
transporters, an iron transporter, and metallothioneins in rat femur.  
The mRNA expression of the zinc transporters, Zip1, Zip13, Zip14, ZnT5 and ZnT7, the 
iron transporter DMT1, and the metallothioneins Mt1a, and Mt2A were determined 
using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with 
rats fed control diets. Gene expression levels were normalized with β-actin. Values are 
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Fig. 4-2. Effect of short term dietary zinc deficiency on the gene expression levels of 
osteoblastogenesis-related factors and osteoblast-specific proteins in femur. 
The mRNA expression levels of BMP2, Runx2, osterix, ALP, osteocalcin, and Col1a1 were 
determined using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA 
compared with that from rats fed the control diet. Gene expression levels were 
normalized to the levels of β-actin. Values are expressed as means ± SEM (n = 8). Means 




























Fig. 4-3. Effect of short term dietary zinc deficiency on the gene expression levels of 
osteoclastogenesis-related factors and osteoclast-specific proteins in femur. 
The mRNA expression levels ofRANKL, OPG, TRAF6, c-Fos, NFATc1, CTSK, and TRAP 
were determined using qRT-PCR. The RANKL/OPG ratio was also calculated. The 
ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with that from rats fed 
the control diet or compared with the level of OPG mRNA (for the RANKL/OPG ratio). 
Gene expression levels were normalized to the levels of β-actin. Values are expressed as 





























































































































































第 4節 考察 
 
 本研究で短期間での Zn 欠乏食投与による生体へ影響について検討したところ、血清中 Zn
濃度の低下と成長遅延が確認された。また Zn 輸送体である Zip1、Zip13、Zip14、ZnT5、
ZnT7 の骨中 mRNA 発現の変動について解析をしたところ、いくつかの Zn 輸送体で短期間
の Zn欠乏による変動が生じることが明らかとなった。まず、短期間の Zn欠乏食投与により
細胞内に Zn を取り込む骨中 Zip1、Zip13、Zip14 の骨中 mRNA発現量が増加し、一方細胞
外に Znを排出する ZnT5の骨中mRNA発現量が減少することが示された。また本研究で Zn
結合タンパク質として知られるMt1aおよびMt2Aの骨中mRNA発現量が短期間の Zn欠乏
食投与により有意に減少した。これらの結果より、本研究では骨中 Zn量について解析を行っ
ていないが、Zn 輸送体の変動から短期間の Zn 欠乏食投与による骨中 Zn 量の減少が生じて
いると推測される。さらに 1週間の飼育観察において Zn欠乏による成長遅延や血清中 Zn濃
度の低下が生じることが報告されており、このことも我々の仮説を支持している 64, 65)。 
 本研究で短期間の Zn欠乏食投与による骨形成の抑制を観察している。また骨芽細胞形成因
子である BMP2、Runx2、Osterix、ALP、Osteocalcin、Col1a1 の骨中 mRNA 発現量が短
期間の Zn 欠乏食投与により減少することを明らかにした。In vitro の研究において Zn は
Runx2や ALPの発現を促進し、Znが不足するとこれらの発現量が減少することが報告され






 次に短期間の Zn欠乏により Fe輸送体であるDMT1の骨中mRNA発現量が有意に増加し
た。DMT1は細胞内に Feを取り込む輸送体であることから、短期間の Zn欠乏により Feを
取り込む方向に働いていることが示唆された。また実験 3 で 4 週間の Zn 欠乏食投与により
骨に Fe が蓄積し、Fe 輸送体はそれらを排出する方向に働くことを明らかにしている。つま
り短期間の Zn 欠乏食投与では DMT1 の発現量の増加により骨に Fe を取り込む方向に働い
ており、長期間の Zn 欠乏食投与時では、そのような Fe 輸送体の変動の結果により骨に Fe
が蓄積してしまうことが示唆された。 









なかった。これらのことから、短期間の Zn 欠乏食投与は血清中 Ca濃度の低下や骨中 Fe量
の増加といったミネラル変動が生じないために骨吸収に対し影響を示さなかったと考えられ
る。 
 以上、短期間の Zn欠乏食投与は骨中 Zn量を増加させようと骨中 Zip1、Zip13、Zip1の骨
中 mRNA 発現量の増加および ZnT5 の骨中 mRNA 発現量の低下を引き起こすが、骨中 Zn
量が不足しているために骨芽細胞形成遺伝子である BMP2の骨中mRNA量が低下し Runx2
および Osterix の骨中 mRNA 発現量を減少させ、骨形成を抑制することが明らかとなった。




















第 6章 実験 5  Zn添加食投与による骨代謝への影響 
 
第 1節 目的 
 
 実験 1-4で Zn欠乏食投与により Zn以外のミネラルの変動が生じ、骨代謝異常を引き起こ
すことが明らかとなった。一方、Znを過剰に摂取すると下痢や嘔吐を引き起こすことが知ら
れている。また Zn は Fe と拮抗作用を示すことから Zn を過剰投与すると Fe 欠乏性貧血を
引き起こすことが知られている。一方、In vitro の実験において Zn 添加は骨形成を促進し、
骨吸収を抑制することが実証されている 15, 86)。また閉経後骨粗鬆症モデルラットや糖尿病モ
デル動物において Zn添加食投与により骨折のリスクが減少することが報告されている 87, 88)。
Bortolinら 89)は一型糖尿病マウスを用い、Zn添加食(500.0 mg Zn/kg diet)投与が骨芽細胞形
成遺伝子の発現を増加させることで骨粗鬆症のリスクを減少させることを示している。また
Zn添加食(347.50 mg Zn/kg diet)投与により成長促進や骨形成に関与する ALP活性の増加が
引き起こされることが報告されている 90)。このようにいくつかの論文 90, 91)で実験動物におけ
る Zn 添加食による様々な薬理学的効果が示されているが、Zn 添加食投与による骨代謝に対
する影響を解析したものはない。 




第 2節 実験方法 
 
第 1項 被験動物および飼育方法 
 被験動物として 4 週齢 Wistar 系雄ラット(日本クレア(株))を用い、本飼育開始前 3 日間に
わたり正常食で予備飼育を行った。その後、ラットに正常食を自由摂取させた正常食群(C)、
正常食の 10 倍の Zn 量を含んだ高 Zn 食を自由摂取させた高 Zn 群(HZ)、正常食の 100 倍の
Zn 量を含んだ Zn 過剰食を自由摂取させた Zn 過剰群(EZ)の 3 群に無作為に分け、4 週間の
飼育観察を行った。飼料組成は実験 1-4で使用した正常食を基に添加食には ZnCO3およびコ





Control diet High zinc diet Excessive zinc diet
Chemical analysis
Zn level (%) 0.003 0.03 0.3
Ca level (%) 0.5 0.5 0.5
Mg level (%) 0.05 0.05 0.05
P level (%) 0.3 0.3 0.3
Egg albumin 200 200 200
Corn starch 529.486 528.968 523.79
Sucrose 100 100 100
Cellulose 50 50 50
Soybean oil 70 70 70
AIN-93G mineral Mixture 35 35 35
AIN-93 vitamin Mixture 10 10 10
L-cystine 3 3 3
Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5




Table 5-1. Composition of experimental diets. 
 
Prepared according to the AIN-93G formulation. 
 
第 2項 試料調整方法 
2章 2節 2項に準じた。 
 
第 3項 測定方法 
1．ミネラル測定方法 
2章 2節 3項 1に準じた。 
 
2．血清中オステオカルシン濃度測定法 
2章 2節 3項 4に準じた。 
 
3．血清中Ⅰ型コラーゲン C末端テロペプチド(CTx)  
2章 2節 3項 5に準じた。 
 
4．骨密度測定法  




Zn 輸送体である Zip1、Zip13、Zip14、ZnT5、ZnT7、Zn 結合性タンパク質である Mt1a
およびMt2A、Fe輸送体である DMT1および FPN、骨芽細胞形成関連遺伝子である BMP2、
Runx2、Osterix、ALP、Osteocalcin、Col1a1、破骨細胞形成関連遺伝子である RANKL、
TRAF6、c-Fos、NFATc1、CTSK、TRAP、RANKL の decoy receptor である OPG の骨中
mRNA発現量を qPCR法により解析した。また内部標準として β-actinを使用した。全ての
mRNA発現量は C群を 1として相対的に算出した。また実験方法は 4章 2節 3項 4 1)-5)に
準じた。 
 
第 4項 統計処理 

























 Initial   91.09 ± 1.30a   90.87 ± 1.32a   91.51 ± 1.26a
 Final 254.88 ± 6.90a 228.04 ± 6.91a 156.80 ± 8.56b
Food Intake (g/day)   16.10 ± 0.47a  14.98 ± 0.04a   10.84 ± 0.46b
Serum
 Zinc (μM) 21.09 ± 0.60a  47.09 ± 4.59a  117.09 ± 12.63b
 Iron (μM) 28.52 ± 1.23a  16.76 ± 1.44b    7.16 ± 0.27c
 Magnesium (mM)    0.76 ± 0.04a   0.74 ± 0.05a    0.83 ± 0.02a
 Calcium (mM)   3.10 ± 0.10a   3.16 ± 0.11a   2.90 ± 0.15a
 
第 3節 実験結果 
 
第 1項 最終体重、飼料摂取量、血清中 Zn、Fe、Mg、Ca濃度 
 最終体重および飼量摂取量は C 群に対し HZ 群で有意な差は見られなかったが、EZ 群で
有意に低値を示した(Table 5-2)。血清中 Zn 濃度は C 群に対し HZ 群で有意な差は見られな
かったが、約 2倍高い値となった。また、血清中 Zn濃度は C、HZ群に対し EZ群で有意に











Values are expressed as means ± SEM for each group. Rats fed a control diet (C), a high 
zinc diet (HZ), and an excessive zinc diet (EZ). a, b, cValues with different superscript 
letters are significantly different, p<0.05. 
 
第 2項 骨中ミネラル量 
骨中 Zn 量は C 群に対し HZ 群で有意な差は見られなかったが、約 2.1 倍高い値を示した
(Table 5-3)。また骨中 Zn量は C、HZ群に対し EZ群で有意に高値を示した。一方で骨中 Fe
およびMg量は C群に対し HZ、EZ 群で有意に低値を示した。また骨中 Fe および Mg量は








Length (cm)    3.08 ± 0.02a    3.05 ± 0.02a   2.78 ± 0.04b
Weight (g)    0.33 ± 0.01a    0.31 ± 0.01a   0.20 ± 0.01b
BA (cm2)    1.69 ± 0.02a    1.65 ± 0.03a   1.43 ± 0.02b
BMC (mg) 151.16 ± 0.70a 141.80 ± 2.97b 79.80 ± 3.02c
BMD (mg/cm2) 　89.00 ± 0.77a  85.74 ± 0.87b 55.83 ± 1.18c
Zinc (mg)  　　0.19 ± 0.004a   0.40 ± 0.02a   1.53 ± 0.15b
Iron (mg)     0.05 ± 0.002a    0.04 ± 0.001b     0.02 ± 0.001c
Magnesium (mg )   1.02 ± 0.02
a
   0.91 ± 0.03
b
  0.70 ± 0.03
c






Phosphorus (mg )  29.79 ± 0.68
a









  99.85 ± 18.11
a
CTx (ng/ml) 69.26 ± 1.49
a




第 3項 骨代謝マーカー(血清中オステオカルシン濃度および血清中 CTx濃度) 
骨形成マーカーである血清中オステオカルシン濃度は全群間で有意な差は見られなかった
(Table 5-3)。一方で骨吸収マーカーである血清中 CTx濃度は C群に対し HZ群で有意な差は
見られなかったが、約 32.8%、C 群よりも高い値を示した。また血清中 CTx 濃度は C、HZ
群に対し EZ群で有意に高値を示した。 
 
第 4項 骨面積、骨塩量、骨密度 
大腿骨の長さ、重量、骨面積は C 群に対し HZ 群で有意な差は見られなかったが、C, HZ
群に対し EZ群で有意に低値を示した(Table 5-3)。一方で骨塩量、骨密度は C群に対し HZ、
EZ群で有意に低値を示し、HZ群に対し EZ群で有意に低値を示した。 
 










Values are expressed as means ± SEM for each group. Rats fed a control diet (C), a high 
zinc diet (HZ), and an excessive zinc diet (EZ). a, b, cValues with different superscript 
letters are significantly different, p<0.05. 
 
第 5項 大腿骨中mRNA発現量の変動 
 Zn 輸送体である Zip1、Zip13、Zip14、ZnT5、ZnT7 の骨中 mRNA 発現量は全群間で有








 骨芽細胞関連遺伝子である BMP2、Runx2、ALP の骨中 mRNA 発現量は全群間で有意な
差は見られなかった(Fig. 5-2)。一方で同じく骨形成関連遺伝子である Osterixの骨中mRNA
発現量は C群に対し HZ群では有意な差は見られなかったが、EZ群で有意に低値を示した。




意に高値を示した(Fig. 5-3)。また RANKL のおとり受容体である OPG の骨中 mRNA 発現
量は全群間で有意な差は見られなかったが、RANKL/OPG 比率は C 群に対し HZ、EZ 群で
有意に高値を示し、HZ群に対し EZ群で有意に高値を示した。 
さらに RANKL 刺激因子として知られている炎症性サイトカイン TNF-α、IL1β の骨中

































Fig. 5-1. Effect of dietary zinc supplementation on the mRNA expression of zinc transporters, 
an iron transporter, and metallothioneins in rat femur.  
The mRNA expression of the zinc transporters, Zip1, Zip13, Zip14, ZnT5 and ZnT7, the iron 
transporter DMT1 and FPN, and the metallothioneins Mt1a, and Mt2A were determined 
using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with rats 
fed control diets. Gene expression levels were normalized with β-actin. Values are expressed 
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Fig. 5-2. Effect of dietary zinc supplementation on the gene expression levels of 
osteoblastogenesis-related factors and osteoblast-specific proteins in femur. 
The mRNA expression levels of BMP2, Runx2, osterix, ALP, osteocalcin, and Col1a1 were 
determined using qRT-PCR. The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA 
compared with that from rats fed the control diet. Gene expression levels were 
normalized to the levels of β-actin. Values are expressed as means ± SEM (n = 6). Means 























Fig. 5-3. Effect of dietary zinc supplementation on the gene expression levels of cytokines 
and osteoclastogenesis-related factors and osteoclast-specific proteins in femur. 
The mRNA expression levels of TNFα, IL1β, RANKL, OPG, TRAF6, c-Fos, NFATc1, CTSK, 
and TRAP were determined using qRT-PCR. The RANKL/OPG ratio was also calculated. 
The ordinate axis indicates the relative amount of mRNA compared with that from rats 
fed the control diet or compared with the level of OPG mRNA (for the RANKL/OPG ratio). 
Gene expression levels were normalized to the levels of β-actin. Values are expressed as 
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第 4節 考察 
 
本研究は Zn添加食によるミネラル変動および骨代謝に対する影響について解析を行った。
その結果、Zn 添加量に従い血清中 Zn 濃度が増加し、一方、血清中 Fe 濃度が低下すること
が明らかとなった。いくつかの論文において Znの薬理学的効果が実証されているが、それら
において血清中 Fe濃度を測定し、提示しているものはない 89, 90)。血清中 Fe濃度は生体での
Feの状態を表したものであるため、本実験で明らかとなった Zn添加食投与による血清中 Fe
濃度の顕著な減少は Zn 添加食投与による薬理学的効果を論じる上で重要な結果だと考えら








 本研究において、血清中 Zn および Fe 濃度の結果と同様に Zn 添加食投与による骨中 Zn
量の有意な増加と骨中 Fe 量の有意な低下が観察された。Zn の恒常性は Zn 輸送体により調
節されている。実験 5 では、Zn 輸送体である Zip1、Zip13、Zip14、ZnT5、ZnT7 の骨中
mRNA発現量について解析をしたが、Zn添加食投与による影響は見られなかった。次に Zn
の恒常性や重金属、酸化ストレスに対する保護的作用などの多様な機能を有するメタロチオ
ネインのアイソフォームである Mt1a および Mt2A の骨中 mRNA 発現量を測定した 95, 96)。
その結果、Zn 添加食投与により Mt1a およびMt2Aの骨中 mRNA発現量が増加することを
明らかにした。この結果は他の論文で報告されている結果と一致している。Chen ら 97)の論
文では Zn添加食投与により肝臓および腎臓中のメタロチオネインの発現量が増加し、それら
の臓器に Zn が蓄積することを示している。また Huber ら 98)は食事性 Zn 量に応じて肝臓お
よび骨髄中メタロチオネインの mRNA 発現量が変動することを実証している。そのため、
Zn 添加食投与による骨中 Zn 蓄積は Zn 輸送体の変動によるものではなく、Mt1a および 
Mt2Aの骨中mRNA発現量の増加により生じていることが示唆された。 
 上記にも記したように、本研究において、Zn 添加食投与による骨中 Fe 濃度の有意な増加




中フェリチン値などに対し悪影響を及ぼすことが知られている 99-101)。Fe の恒常性は Fe関連 
タンパク質によって調節されている。DMT1 は十二指腸の粘膜に存在し食事由来の Fe を吸
収する Fe輸送体であり、細胞内に Feを取り込む働きを有する 102)。一方、FPNは細胞外に
Feを排出する Fe輸送体である 103)。実験 5で、FPNの骨中mRNA発現量に対し、Zn添加
食投与による影響は見られなかったが、DMT1の骨中mRNA発現量は Zn添加食投与により
有意に増加することが明らかとなった。このことは、Zn 添加食投与による骨中 Fe 量の低下
に伴う Fe 要求量の増加に反応して DMT1 の発現上昇が引き起こされていることを示唆して
いる。また、著者は正常食群に対し、Zn 添加食投与群において腸管での Fe の吸収率の減少





骨は Ca、P、Mg といった様々なミネラルで構成されている。本研究では、C 群に対し EZ
群で骨中 Ca、P 量が有意に低下することを示している。一方、Zn 添加食投与による血清中


















間で有意な差は見られなかった。また Zn添加食投与による BMP2、Runx2および ALPの骨
中 mRNA 発現量に対する影響は確認されなかった。一方、Osterix、Osteocalcin、Col1a1
の骨中mRNA発現量は C群に対し、EZ群で有意に低値を示した。ALPは Zn含有酵素であ
ることから、Zn の状態を示す指標としても用いられる。いくつかの論文で Zn 欠乏食投与に
より血清中 ALP濃度が減少し、Zn添加食投与により血清中 ALP濃度が増加することを実証
している 90, 105)。本研究では、Zn 添加食投与による血清中 Zn 濃度の増加が確認されている
のにもかかわらず、ALPの骨中mRNA発現量は変動しなかった。これらの結果より、Zn添
加食投与は骨由来の ALP の発現量に対し影響を及ぼさないのかもしれないと推測される。


















群に対し HZ、EZ 群で有意に高値を示した。破骨細胞の分化・活性は主に RANKL-RANK
シグナルによって制御されている。骨芽細胞膜上に存在する RANKL は破骨細胞膜上にある
RANK と結合し、その後 TRAF6 と複合体を形成し、NF-κB や mitogen-activated protein 






 一方、おとり受容体である OPGは RANKLと結合し、RANK-RANK結合を阻害し、破骨
細胞の分化を抑制する働きを示す。また Zn は骨芽細胞において OPG の mRNA 発現を刺激
し骨成長に対し重要な役割を果たしていることが実証されている 109)。実験 5で、RANKLの
骨中mRNA発現量の増強と反し、OPGの骨中mRNA発現量は Zn添加食投与による影響は
見られなかった。これらの結果より、Zn 添加食投与は OPG の骨中 mRNA 発現を上げられ
ないために RANKL の骨中 mRNA 発現量の増加による破骨細胞の分化促進を抑制すること
ができないことが示唆された。Fazzalariら 110)は、RANKL/OPG 比率が骨代謝と密接な関係
にあることを報告している。また RANKL/OPG比率の増加は破骨細胞の形成や骨吸収の度合
を上昇させることが実証されている 111)。これらの報告は、Zn添加食投与が RANKL/OPG 比
率を増加させ、骨吸収を促進させるという結果を支持している。炎症性サイトカインである
IL-1β、IL-6、TNF-α は破骨細胞の分化を促進することが知られている。Nakashima ら 112)
は in vitroの研究でいくつかのサイトカインが RANKLの発現を誘導し、破骨細胞の分化お
よび骨吸収を引き起こすことを実証している。本研究で Zn添加食投与により TNF-α、IL-1β
の骨中 mRNA 発現量が増加することを明らかにしている。いくつかの論文で in vitro の実
験において Zn添加食投与により TNF-α、IL-1βの骨中mRNA発現量が増加することを示し
ている 113-115)。また Karaら 116)は、ヒトにおいて Znの経口投与により TNF-αの産生が誘導
されることを報告している。これらの論文は、本研究で見られたZn添加食投与によるTNF-α、

















































な役割を果たしている。Zn 欠乏は Fe、ビタミン A、ヨウ素、葉酸の欠乏とともに、特に発
展途上国において大きな栄養問題とされている。また近年、我が国のような先進国において
も精製食品や加工食品の摂取量の増加、偏食やダイエット食による Zn不足が問題となりつつ
ある。Znの 1日推奨量(日本人の食事摂取基準 2015年版)は、成人の男性 10mg、女性 8mg (妊
婦・授乳婦は、+2~3mg)と定められている 11)。しかし、2013年の国民健康・栄養調査によれ
ば、通常食品から成人男性は平均 8.8mg、女性は平均 7.2mg 摂取しており、2015 年版の推
奨量を充足していない 12)。また、2003~2005 年に日本で行われた血清学的 Zn 過不足の調査
で、Zn 欠乏と推定される人が約 20%、潜在的欠乏と推察される人が約 10%いることが報告
されている 13)。このように現代の飽食の時代には、Zn摂取不足による欠乏症が起こりえない














実験 1 Zn欠乏食投与による骨中ミネラル代謝への影響 
被験動物には 4週齢のWistar系雄性ラットを用い、3日間の馴化試験後、正常食(C)群(Zn: 
30.0mg/kg)および Zn欠乏食(ZD)群(Zn: 1.0 mg/kg)は自由摂取させ、制限食(PF)群は ZD群
と等量の正常食(Zn: 30.0mg/kg)を与えた。4週間の飼育観察後、解剖を行い、大腿骨の摘出







 その結果、Zn 欠乏食投与において成長遅延および血清中 Zn 濃度の顕著な低下が確認され




ーである血清中オステオカルシン値は他の 2 群に対し ZD 群で有意に低値を示し、一方、骨
吸収マーカーである尿中 CTx値は他の 2群に対し ZD群で有意に高値を示した。また血清中
Ca濃度および見かけの Ca吸収率は他の 2群に対し ZD群で有意に低値を示した。さらに Ca
調節ホルモンである血清中 PTH 濃度は他の 2 群に対し ZD 群で有意に高値を示した。PTH
は血清中 Ca濃度の制御において重要な働きをしており、血清中 Ca濃度の減少に伴い、分泌
が促進され、骨からの Caを放出させることで血清中 Ca濃度を維持する方向に働く。つまり
Zn欠乏食投与による血清中 Ca濃度の低下に伴い PTHの分泌が促進され、骨中 Ca量の減少
が引き起こされることが示唆された。また骨において PTHは骨芽細胞に存在する破骨細胞分





実験 2 Zn欠乏食投与による骨中過酸化脂質反応への影響 
実験 1において Zn欠乏食投与が主要元素であるCaに影響を及ぼすことが明らかとなった。




で実験 2では Zn欠乏食投与による Fe量および過酸化脂質反応への影響について明らかにす
ることを目的とした。被験動物、飼料組成、飼育期間および解剖は、実験 1と同様に行った。




その結果、Zn欠乏食投与により骨中 Fe量および骨中 TBARS値が増加することが明らか 
となった。またこれら二つの間には正の相関関係が見られた(r = 0.757; p < 0.001)。一方、抗
酸化酵素である骨中 GR、GPx 活性は全群間で有意な差は見られなかった。これらのことか
ら、Zn 欠乏食投与による骨中 Fe 蓄積が酸化ストレスの亢進を引き起こしていることが示唆
された。さらに酸化ストレスの亢進は骨形成を抑制し、骨吸収を促進することが知られてい
る。そのため、Zn 欠乏食投与により引き起こされる Fe 蓄積に伴う酸化ストレスの亢進も間
接的に骨代謝異常に関与している可能性がある。 
 
実験 3 Zn欠乏食投与による骨代謝、酸化ストレス反応関連遺伝子のmRNA発現量の変動 
Zn 欠乏食投与によるミネラル変動を介した骨代謝異常を解明するために実験 3 では、 
real-time PCR 法を用い様々な骨代謝および酸化ストレス関連遺伝子の発現変動について解
析を行った。また実験 1および 2の結果において、Zn欠乏食投与による骨中 Zn量の顕著な
減少が示さており、この Zn不足が骨形成の抑制に直接的に関与している可能性があると考え
ている。Zn輸送体は細胞内に Znを取り込む 14種類の Zipと細胞外に Znを排出する 9種類
の ZnT が存在することが報告されており、Zn の恒常性を維持するのに重要な役割を担って




化ストレス反応関連遺伝子および Zn、Fe輸送体のmRNA量は real-time PCR法にて測定し
た。各mRNA量は β-actinのmRNA量で補正した後、C群を 1として算出した。 
Zn 欠乏食投与による骨中 Zn 輸送体の mRNA 量は全群間で有意な差は見られなかった。
Zn欠乏食投与による骨中 Zn量は 1週間で有意に減少するという報告もあり、Zn輸送体の骨




は Runx2 の上流に存在し Osterix は Runx2 の下流に存在しており、ALP、Osteocalcin、
Col1a1 といった骨形成関連因子の発現を誘導することが知られている。したがって、Zn 欠







一方、PTH により誘導される破骨細胞分化因子である RANKL および M-CSF の骨中
mRNA量は他の 2群に対し ZD群で有意に高値を示した。RANKLは破骨細胞膜上に存在す
る RANK と結合し、破骨細胞の分化・成熟を担っている。RANKL と結合した RANK は
TRAF6 あるいは c-Fos を介し、破骨細胞分化のマスターレギュレーターとして知られる
NFATc1に作用し CTSK、TRAPといった骨吸収に関わる破骨細胞特異的遺伝子を誘導する。
そこで TRAF6、c-Fos、NFATc1、CTSK、TRAPの骨中mRNA発現量を測定した結果、他
の 2 群に対し ZD 群で有意に高値を示した。これらのことから、Zn 欠乏食投与は PTH の分
泌増加による M-CSF および RANKL の発現誘導を介した骨吸収の促進を引き起こすことが
示唆された。 
実験 2において Zn欠乏食投与による骨中 Fe蓄積に伴う酸化ストレスの亢進を見出してい
る。そこで Zn 欠乏食投与による Fe 輸送体である DMT1および FPN の骨中 mRNA量を測
定したところ、Fe の細胞内への取り込みを担う DMT1 の骨中 mRNA 量は他の 2 群に対し
ZD群で有意に低値を示した。一方、Feの細胞外への排出を担う FPNの骨中mRNA量は他
の 2群に対し ZD群で有意に高値を示した。したがって、Zn欠乏食投与により骨に蓄積した
Fe に対し生体が反応し、細胞内に Fe をこれ以上取り込まずに排出する方向に働いているこ
とが示唆された。 
次に炎症性サイトカインである TNF-α、IL1β の骨中 mRNA 量を解析した結果、TNF-α、
IL1β の骨中 mRNA 量は他の 2 群に対し ZD 群で有意に増加した。TNF-α、IL1β は M-CSF
および RANKL 発現を誘導し骨吸収を促進する働きがある。そのため Zn 欠乏食投与による
















実験 4  短期間の Zn欠乏食投与による骨代謝への影響 
 実験 3で 4週間の飼育観察を行った時の Zn輸送体の骨中mRNA発現量について解析を行
ったが、Zn欠乏食投与による変動を捉えることが出来なかった。そこで、実験 4では飼育期
間を 1週間に変更した短期間の Zn欠乏食投与による Zn輸送体の遺伝子発現について解析を
行った。また短期間の Zn欠乏食投与による骨代謝に対する影響を検討するために骨代謝マー
カーおよび骨代謝関連遺伝子群の発現についても解析した。 
 被験動物には 4週齢のWistar系雄性ラットを用い、3日間の馴化試験後、正常食(C)群(Zn: 
30.0mg/kg)および Zn欠乏食(ZD)群(Zn: 1.0 mg/kg)は自由摂取させ、制限食(PF)群は ZD群と
等量の正常食(Zn: 30.0mg/kg)を与えた。1週間の飼育観察後、解剖を行い、大腿骨の摘出お
よび採血を行った。血清を用いて、Zn、Ca、Mg濃度および骨代謝マーカー(オステオカルシ
ン、CTx)を測定した。また大腿骨の骨代謝関連遺伝子および Zn、Fe 輸送体の mRNA 量は
real-time PCR法にて測定した。各mRNA量は β-actinのmRNA量で補正した後、C群を 1
として算出した。 







の Zn欠乏食投与により有意な増加が確認された Zip1、Zip13、Zip14は細胞内に Znを取り
込む働きを担う Zn輸送体であり、一方、短期間の Zn欠乏食投与により有意な減少が確認さ
れた ZnT5 は細胞外に Zn を排出する Zn 輸送体として知られている。また Zn 結合タンパク
質として知られるMt1aおよび Mt2Aの骨中mRNA発現量が短期間の Zn欠乏食投与による





 実験 4において、短期間の Zn欠乏食投与により骨形成関連遺伝子である BMP2、Runx2、
Osterix、ALP、Osteocalcin、Col1a1 の骨中 mRNA 発現量の低下が確認された。このこと
は骨形成マーカーである血清中オステオカルシン値の結果と一致している。In vitro の実験





実験 1-3で 4週間の Zn欠乏食投与による骨吸収の促進は血清中 Ca濃度の低下や骨中 Fe量
の増加によって引き起こされることを明らかにしている。そこで実験 4 において血清中 Ca





さらに Fe 輸送体である骨中 DMT1 および FPN を測定したところ、FPN の骨中 mRNA
量は全群間で有意な差は見られなかったが、DMT1の骨中mRNA発現量は短期間の Zn欠乏
食投与により有意に増加することが示された。DMT1は Feを細胞内に取り込む働きを有し、
FPN は Fe を細胞外に排出する働きをもつことが知られている。興味深いことに 4 週間の飼
育観察では、骨中 Fe量の増加に伴う DMT1の骨中mRNA発現量の低下および FPNの骨中





欠乏食投与では骨中 DMT1 の発現量の増加が見られ、骨に Fe を取り込もうとする働きがあ
るものの、骨に Feが蓄積されていないために酸化ストレスが亢進されず、結果的に骨吸収が
促進されないと推測された。 






実験 5  Zn添加食投与による骨代謝への影響 





食(HZ)群(Zn: 300.0 mg/kg)と Zn過剰食(EZ)群(Zn: 3000.0mg/kg)の 3群に分け、4週間の飼
育を行った。解剖時に摘出した大腿骨中ミネラル量(Zn、Ca、Mg、P)および骨密度を測定し
た。さらに血清を用いて、Zn 濃度および骨代謝マーカー(オステオカルシン、CTx)を測定し
た。また大腿骨中骨代謝関連遺伝子および Zn、Fe輸送体のmRNA量は real-time PCR法に
て測定した。各mRNA量は β-actinのmRNA量で補正した後、C群を 1として算出した。 
その結果、最終体重は C 群に対し HZ 群で有意な差は見られなかったが、EZ 群で有意に
低値を示した。また血清 Zn濃度および骨中 Zn量は飼料中 Zn添加量に依存して増加し、C、
HZ 群に対し EZ 群で有意に高値を示した。また骨量、骨の長さ、骨面積は C 群に対し HZ
群で有意な差は見られなかったが、他の 2 群に対し EZ 群で有意に低値を示した。一方、骨
密度は C 群に対し HZ、EZ 群で有意に低値を示し、HZ 群に対し EZ 群で有意に低値を示し
た。骨中 Ca、P量は C群に対しHZ群で有意な差は見られなかったが、C、HZ群に対し EZ





骨吸収マーカーである血清中 CTx値は C群に対し HZ群で有意な差は見られなかったが、C
群に対しHZ群で約 33%高い値を示した。また血清中 CTx値は他の 2群に対し EZ群で有意
に高値を示した。このことから、Zn添加食投与は骨吸収を促進させることが明らかとなった。 






対し HZ 群で有意な差は見られなかったが、C 群に対し各々約 2 および 2.6 倍と高い値を示
した。またMt1aおよびMt2Aの骨中mRNA量は他の 2群に対し EZ群で有意に高値を示し
た。次に Zn添加食により骨中 Fe量の低下が確認されたことから Fe輸送体の骨中mRNA量
を測定した。その結果、細胞外に Fe を排出する FPN の骨中 mRNA 発現量は全群間で有意
な差は見られなかったが、細胞内への Feの取り込みを担う DMT1の骨中mRNA発現量は C


















これらのことから、Zn 添加食により TNF-α および IL1β の発現量が増加しそれに伴い、
RANKL-RANKシグナルが刺激され骨吸収を促進することが示唆された。 
 
 本研究は Zn過不足食投与による骨代謝への影響について明らかにすることを目的とした。 
その結果、Zn 欠乏および過剰摂取において骨代謝異常を及ぼすことが示された。まず、Zn





乏食投与により Fe 蓄積に伴う酸化ストレスの亢進が引き起こされることで TNF-α、IL-1β
が誘導され、M-CSF の発現や RANKL-RANK シグナルを刺激することが明らかとなった。
さらに Zn 欠乏食投与により BMP2 の発現低下を介し、Runx2、Osterix の発現が減少し、
骨形成を抑制することが明らかとなった。 
次に短期間の Zn欠乏食投与により Zn輸送体である Zip1、Zip13、Zip14の発現量の増加 
および ZnT5の発現量の低下が引き起こされることが明らかとなった。また細胞内に Znを取
り込む Zip1、Zip13、Zip14の増加および細胞外に Znを排出する ZnT5の低下にもかかわら
ず、Zn 結合タンパク質である Mt1a および Mt2A の発現量が低下した。さらに短期間の Zn




吸収促進の原因の一つである Fe 蓄積は短期間の Zn 欠乏食投与による骨中 DMT1 の発現量
の増加が引き金となっていることが示された。 
次に Zn を添加させた高 Zn および Zn 過剰食投与により RANKL-RANK シグナルを介し
た骨吸収の促進が引き起こされ、骨密度の低下を生じることが明らかとなった。また
















The effects of dietary zinc excess and deficiency on bone metabolism in rats 
 
 Zinc is an essential nutrient for humans and animals that is involved in many 
physiological functions, including immune and antioxidant functions, growth, and 
reproduction. Zinc deficiency remains a nutritional problem in the same way as iron, 
iodine, folic acid, and vitamin A deficiencies, particularly in developing countries. 
Recently, zinc deficiency is also becoming a problem in developed countries such as Japan 
because the consumption of refined food and processed food, an unbalanced diet, and the 
intake of diet food has increased in these countries. The recommended dietary allowance 
of zinc for adult men and women in Japan is 10 mg/day and 8 mg/day, respectively. 
However, according to the National Health and Nutrition Examination Survey, zinc 
intake from foods by adult men and women in Japan is 8.8 mg/day and 7.2 mg/day, 
respectively. These data suggested that zinc intake is not high enough and is lower than 
the recommended dietary allowance of zinc. In an investigation of serological zinc excess 
and deficiency that was conducted in Japan in the two years between 2003 and 2005, it 
was reported that approximately 20% of the subjects were presumed to be zinc deficient, 
and approximately 10% of the subjects were presumed to be marginal zinc deficiency. 
Therefore, it is widely recognized that dietary zinc deficiency may be still present even in 
an era of zinc satiation. 
Considering that zinc participates in a broad range of metabolic processes, zinc 
deficiency can lead to a variety of physiological and developmental impairments. Zinc is 
well known to stimulate bone formation and mineralization, and zinc deficiency can cause 
osteoporosis. Bone mass is maintained through bone remodeling that involves build-up 
(formation) and break down (resorption) of bone, and such remodeling occurs as two well 
defined cellular events. Bone formation and resorption are complex biological processes 
and involve several regulated gene expression patterns of bone-related proteins. It has 
been demonstrated that zinc induces the expression of Runt-related transcription factor 2 
(Runx2) and Alkaline phosphatase (ALP), which are known to function as 
osteoblastogenesis factors, and to promote bone formation in vitro. Furthermore, it has 
been reported that zinc inhibits the expression of osteoclast-specific genes such as 
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) and cathepsin K (CTSK), and suppresses 
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bone resorption. However, it is not clear how dietary zinc deficiency affects bone 
metabolism. 
On the other hand, there is also concern regarding excessive consumption of zinc in 
Western countries and in Japan, because zinc-fortified foods for dietary supplementation 
and zinc supplementation are prevalent. However, there have been no studies examining 
the effects of dietary zinc supplementation on bone metabolism. In this study, we 
attempted to clarify how dietary zinc excess and deficiency affects bone metabolism. 
 
Experiment 1 
We hypothesized that a zinc-deficient diet alters the mineral (calcium, magnesium, and 
phosphorus) components of bones, as well as hormones related to bone remodeling, and 
negatively affects bone metabolism. Four-week-old male Wistar rats were randomly 
assigned to one of three groups for 4 weeks: a zinc-adequate group (C, 30 ppm); a 
zinc-deficient group (ZD, 1 ppm); and a pair-fed group (PF, 30 ppm), which was pair-fed to 
the ZD group.  
Bone mineral density and bone mechanical properties were reduced in the ZD group 
compared to the C and PF groups. Compared with the C and PF groups, serum 
osteocalcin, a bone formation marker, was reduced in the ZD group. Conversely, urine 
deoxypyridinoline, a bone resorption marker, was increased in the ZD group compared to 
the C and PF groups. Calcium and phosphorus concentrations in bone were not different 
among all groups. The bone magnesium concentration was significantly higher in the ZD 
group than in the PF and C groups. Interestingly, compared with the C and PF groups, 
the ZD group showed a reduction in serum calcium concentration along with an increase 
in serum parathyroid hormone (PTH) concentration. Although serum 
1,25-dihydroxycholecalciferol concentration was significantly higher in the ZD and PF 
groups than in the C group, the rate of apparent calcium absorption was significantly 
lower in the ZD group than in the C and PF groups.  
Therefore, zinc deficiency is suspected to cause an increase in serum PTH concentration 






We investigated the effects of dietary zinc deficiency on oxidative stress in bone. 
Four-week-old male Wistar rats were randomly assigned to one of three groups for 4 
weeks: a zinc-adequate group (C, 30 mg zinc/kg diet); a zinc-deficient group (ZD, 1 mg 
zinc/kg diet); and a pair-fed group (PF, 30 mg zinc/kg diet) that was pair-fed to the ZD 
group. We measured the iron level in bone and a byproduct of lipid peroxidation, TBARS, 
which is considered a biomarker of the involvement of free radical damage in living 
organisms and is the most commonly applied marker for assaying lipid peroxidation in 
biomedical sciences.  
The iron content and the TBARS level in bone were higher in the ZD group than in the C 
and PF groups. Iron is known to be involved in a series of single-electron transfer 
reactions that can generate ROS, which lead to tissue damage as a consequence of lipid, 
nucleic acid and/or protein oxidative damage. We also found that the iron content of femur 
was positively correlated with the TBARS level in femur (r = 0.762; p < 0.001). 
On the other hand, measurements of the activities of several antioxidant enzymes, such as 
glutathione reductase and glutathione peroxidase, and antioxidants, such as glutathione 
in bone showed no difference in these activities between any of the groups in this study. These 
results suggest that dietary zinc deficiency induces the accumulation of iron in bone, 
which is correlated with the TBARS level and is a factor that induces oxidative stress in 
bone. Moreover, it has been demonstrated that oxidative stress increased osteoclast 
numbers and activity in in vitro and in vivo studies.  
Therefore, we predict that a decrease in dietary zinc induces the accumulation of iron 
and enhances oxidative damage in bone, leading to an increase in bone resorption, which 
is a factor that can promote bone fractures. 
 
Experiment 3 
We investigated the effects of dietary zinc deficiency on the expression levels of bone 
metabolism- and oxidative stress-related genes in bone. Four-week-old male Wistar rats 
were randomly assigned to one of three groups for 4 weeks: a zinc-adequate group (C, 30 
mg zinc/kg diet); a zinc-deficient group (ZD, 1 mg zinc/kg diet); and a pair-fed group (PF, 
30 mg zinc/kg diet) that was pair-fed to the ZD group.  
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The mRNA expression level of osteoblastogenesis-related genes such as bone 
morphogenetic protein 2 and runt-related transcription factor 2 were lower in the ZD 
group than in the C and PF groups. In contrast, the mRNA expression levels of tumor 
necrosis factor-α, interleukin-1β and osteoclastogenesis-related genes such as receptor 
activator of nuclear factor-κB ligand and nuclear factor of activated T cells cytoplasmic 1 
were higher in the zinc-deficient group than in the C and PF groups. 
These findings suggested that dietary zinc deficiency reduced osteoblastogenesis via a 
decrease in the expression of bone morphogenetic protein 2 and increased 
osteoclastogenesis via enhancement of the expression of receptor for activator of nuclear 




We investigated the effect of a short-term dietary zinc deficiency on bone metabolism. 
Four-week-old male Wistar rats were randomly assigned to one of three groups for 1 
weeks: a zinc-adequate group (C, 30 mg zinc/kg diet); a zinc-deficient group (ZD, 1 mg 
zinc/kg diet); and a pair-fed group (PF, 30 mg zinc/kg diet) that was pair-fed to the ZD 
group.  
A short-term dietary zinc deficiency increased the mRNA expression of Zip1, Zip13, and 
Zip14, whereas it decreased the mRNA expression of ZnT5 in bone. In addition, the 
mRNA levels of Mt1a and Mt2A, which are important markers of zinc status and which 
have diverse functions in zinc homeostasis, were lower in the ZD group than in the C and 
PF groups. These results suggested that the mRNA expression of zinc transporters such 
as Zip1, Zip13, Zip14, and ZnT5 in bone quickly responds to dietary zinc deficiency, which 
may indicate an attempt to maintain zinc content in bone, although these alterations 
could not maintain the zinc pool in bone.  
A short term dietary zinc deficiency decreased the levels of serum osteocalcin, a bone 
formation marker, and the mRNA expression of osteoblastogenesis-related genes such as 
bone morphogenetic protein 2 (BMP2) and runt-related transcription factor 2. In contrast, 
the levels of serum C-terminal telopeptide of typeⅠcollagen, a bone resorption marker, 
and those of osteoclastogenesis-related genes did not differ between all groups. 
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 These results suggested that a short term zinc deficiency reduced osteoblastogenesis 
through a decrease in the expression of BMP2. 
 
Experiment 5 
We investigated the effect of dietary zinc supplementation on bone metabolism in rats. 
Four-week-old male Wistar rats were fed a 30.0 mg zinc/kg diet (C), a 300.0 mg zinc/kg 
diet (HZ) or a 3000.0 mg zinc/kg diet (EZ) for 4 weeks.  
The zinc content of the femur gradually increased in accordance with the gradual 
increase in the dietary zinc level. Although the mRNA expression of zinc transporters in 
bone did not differ between the groups, the mRNA expression of metallothioneins was 
increased in the HZ and EZ groups compared to the C group. Moreover, the bone mineral 
density was significantly decreased in the HZ and EZ groups compared to the C group. 
Furthermore, the mRNA expression of tumor necrosis factor α, Interleukin-1β and 
osteoclastogenesis-related genes such as receptor for activator of NF-κB ligand, tumor 
necrosis factor receptor-associated factor 6, and nuclear factor of activated T cells 
cytoplasmic 1 was significantly increased in the HZ and EZ groups compared to the C 
group.  
These findings suggested that dietary zinc supplementation reduced bone mineral 
density through the promotion of bone resorption via an increase in the expression of 
receptor for activator of NF-κB ligand induced by tumor necrosis factor α and 
Interleukin-1β.  
 
In conclusion, we showed that dietary zinc excess and deficiency induced bone metabolic 
disorder. We found that dietary zinc deficiency increased secretion of PTH caused by a 
decrease in serum Ca levels, resulting in enhancement of bone resorption through the 
RANKL-RANK signaling pathway. In addition, our results suggested that dietary zinc 
deficiency reduced osteoblastogenesis via a decrease in the expression of bone 
morphogenetic protein 2 and increased osteoclastogenesis via enhancement of the 
expression of receptor for activator of nuclear factor-κB ligand that is induced by 
oxidative stress-stimulated tumor necrosis factor-α and interleukin-1β. 
On the other hand, we demonstrated that dietary zinc supplementation reduced bone 
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mineral density through the promotion of bone resorption via an increase in the 
expression of receptor for activator of NF-κB ligand induced by tumor necrosis factor α 
and Interleukin-1β.  
This study provides new clues regarding dietary zinc deficiency, suggesting that it 
induces bone metabolic disorder owing not only to lack of zinc but also to an alteration in 
the levels of other minerals. Moreover, this is the first study to demonstrate a negative 
effect of dietary zinc supplementation on bone metabolism and provides a warning that 
more attention should be paid to the fact that therapeutic zinc supplementation may 
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